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COMPOSITIONS PHARMACEUT1QUES CONTENANT PES DERIVES DE 
STEROIDES IMPLIQUES DANS LE DECLENCHEMENT DE LA REPONSE 
IMMUNITAIRE 

5 La presente invention est relative a des compositions 

pharmaceutiques contenant a titre de principe actif des nouveaux derives 
de steroides qui ont une fonction de restauration des m§canismes agissant 
sur la reponse immunitaire et plus particulierement des mecanismes lies a 
rimmunit6 cellulaire B et T. 

10 La formation des hormones steroides, leurs interrelations et leurs 

fonctions ont ete d6crites dans un nombre tres importanVd'articles et les 
fonctions plus precisSment de la pregnenolone ou de la 
d6hydro6piandrost6rone (DHEA) ou de certains derives de la DHEA sont 
r6sum6es dans Tetat de la technique de la demande de brevet PCT WO 

15 94/08588 dont la description est incorporee ici par reference. 

Le role physiologique des steroides 7-hydroxyles tel la 7a- 
hydroxypregnenolone et les 7a/p-hydroxy-DHEA ont ete partiellement 
elucides par la demonstration de leur effet promoteur de rimmunite chez la 
souris (MORFIN et COURCHAY, J Steroid. Biochem. Molec. Biol., 5Ql: 91- 

20 100, 1994) ; Dans le m§me ordre d'idee, la demande de brevet WO 
93/20687 revendique le 5-DIOL et son derive 7p-hydroxyle comme agent 
regulateur de la reponse immunitaire. Cependant toutes ces molecules 
decrites presentent un certain nombre d'inconvenients qui sont notamment 
leur hydrosolubilite 6lev6e, et une biodisponibilite insuffisante due a une 

25 fuite cellulaire trop rapide, ce qui en particulier presente un inconvenient 
majeur lorsque I'on souhaite utiliser cette capacite de restauration ou de 
stimulation de rimmunite cellulaire dans un processus de vaccination. 

La presente invention est relative & I'utilisation dans la fabrication 
d'une composition stimulante de rimmunite, et en particulier pouvant 
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2 

conferer a un vaccin une immunite accrue, de composes repondant a Tune 
des trois formules generates suivantes : 



5 




30 
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dans lesquelles : 

R t repr6sente H , un radical acyle R' 2 -CO- dans lequel R' 2 comprend de 1 

a 25 atomes de carbone, un groupement S0 3 H ou un groupement H 2 P03. 
5 R 2 represente H ou un radical acyle R' 2 -CO- dans lequel R' 2 comprend de 

1 d 25 atomes de carbone, Ri etant different de R 2 , 

R3 etant choisi dans le groupe constitue de H, -CO-Re, -CHOH-Re, = O t le 

radical = 0 etant exclu quand R1 est un hydrogene. 

R4 est H ou un halogene ou un radical carbonitrile - C-N, 
10 R§est choisi dans le groupe constitue de H.-CO-Re.-CHOH-Re, = O, (J-OH. 

Re etant un groupe alcoyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, 

substitud ou non, Tun au moins des groupements R3 ou R4 dans la formule 

I ou des groupements R4 ou R5 dans les formules II et III etant egal a H. 
De fa$on particuliere, les composes utilises selon ttnvention sont des 
15 derives 6a ou 7a substitu6s de la DHEA ou de la pregnenolone et plus 

particulierement encore des derives 6a ou 7a hydroxyles reduits ou non 

reduits en position 5. 

La composition stimulante de rimmunit§ comprenant un compose de 

formule (I) d (III) fait elle-m6me partie de rinvention, que le compose sort 
20 seul ou combine a d'autres constituants, notamment a un antigene, ou a un 

autre adjuvant ou a une combinaison de ceux-ci ; en particulier, un vaccin 

contenant une composition de invention ou administr6 simultan^ment a 

ladite composition fait partie de rinvention, simultanement signifiant ici que 

les deux produits sont administres a un patient dans la meme forme 
25 galenique, ou dans deux formes galeniques distinctes et administrees dans 

un intervalle de temps autorisant un recouvrement partiel ou total des 

effets de chacun des produits. 

Ce qui est surprenant dans les resultats obtenus grace a ces 

vaccins est que les steroTdes utilises dans la composition ne sont pas des 
30 adjuvants dans le sens classique du terme : ils n'ont pas le pouvoir 
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d'augmenter aussi considerablement la reponse immunitaire chez les 
souris saines adultes ou jeunes que les adjuvants classiques. Par contre 
les souris agees souffrant d'une d§r6gulation du systeme immunitaire 
recouvrent une reponse immunitaire proche de la normale apres traiternent 
5 par les compositions de Tinvention. Les effets de Tage sur la reponse 
immunitaire sont actuellement connus au travers des travaux scientifiques 
publies et concernant les domaines suivants : 
a) Capacite proliferative affaiblie pour les cellules T agees : 
lorsque les cellules presentatrices d'antigene presentent un antigene 

10 Stranger a une cellule T, celle-ci est stimulee eTproduit de l'interleukine-2 
(IL-2). Cette production d'IL-2 et la reponse a I'IL-2 sont diminufees dans 
les cellules T de personnes agees. Par ailleurs, chez la souris agee, on 
observe aussi une diminution de l'IL-3. du GM-CSF, de la reaction type 
DTH et de I'induction de CTL Par centre, IL-4, IL-5, IL-6 et INFy sont 

15 augments par rapport aux souris adultes jeunes (Weskler, Immune 
Senescence, Annals of NeuroL, suppl. 35; S35-S37 (1994)). II a egalement 
ete d6montre que les cellules T de souris agees proliferaient moins bien 
que celles des jeunes lorsque ces cellules sont stimulees par un anticorps 
anti-CD28 (Engwerda et al. t J. Immunol. 153 : 3740-3747 (1994)). En effet, 

20 la CD28, qui est une proteine presente sur toutes les cellules T 
periphferiques, est une molecule accessoire dans la presentation 
d'antigenes. Elle se lie a la molecule B7 (presente sur les cellules B 
aclivees, les macrophages, les cellules dentritiques, les cellules de 
Langerhans et les cellules T activees). II semble que la stimulation de la 

25 CD28 pourrait induire la secretion d'IL-2. Chez les souris agees, 
I'expression de la CD28 sur les cellules T CD4+, CD8+, CD44+ 10 
(population naTve) et CD44+ hi (population T memoire) reste la meme que 
sur les cellules T des jeunes. Cependant, la reponse proliferative de ces 
molecules vis a vis d'une stimulation avec un anticorps anti-CD28 est plus 

30 basse chez les souris agees que chez les jeunes. Ceci suggere que le 
mecanisme de signalisation intracellular est defectueux chez 16s souris 
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agees. Par ailleurs, I'accumulation de cellules T memoires et ne repondant 
pas aux stimuli pourrait etre responsable de la carence immunitaire chez 
les personnes Sg§es (Flurkey et al., Eur. J. Immunol., 22 : 931 (1992)). 
L'ensemble de ces phenomenes suggere que le mecanisme de 
5 signalisation intracellulaire est defectueux chez les cellules agees au 
travers d'effets directs sur la memoire immunologique des compartiments B 
et T des populations §gees. Les st6roides hydroxytes de I'invention 
auraient une fonction de restauration de ces mecanismes. 

b) Affaiblissement de la reponse B chez les personnes agees : 

10 bien que la litterature reste contradietoire -sur ce point, certaines etudes - 
montrent que le taux d'anticorps neutralisants, produits par des personnes 
agees a la suite de vaccinations par le vaccin antigrippal trivalent, reste 
equivalent a celui induit chez les jeunes (Powers and Belshe, J. Infect. 
Dis., 167: 584-592 (1993)). Cependant, le consensus general sur ce point 

15 est que les vaccins inactives employes aujourd'hui sont moins efficaces 
chez les personnes agees que chez les jeunes pour induire des anticorps 
neutralisants. Cette inefficacite augmente avec 1'age des patients. 

c) lnefficacit§ des vaccins chez les personnes agees de plus de 65 ans : 
apres vaccination par le vaccin de la grippe, seulement pres de 60% des 

20 personnes agees saines repondent avec une immunite protectrice ; leur 
taux d'anticorps neutralisants et la reponse T cytotoxique restent faibles 
(Weskler, Immune Senescence, Ann. Neuro., Suppl. 35: S35-S37 (1994)). 

d) Augmentation de I'expression des autoanticorps chez les individus 
ages : 

25 chez la souris, il apparait que les cellules B CD5(-) produisent des 
anticorps contre un antigene etranger, alors que les cellules B CD5(+) 
produisent des autoanticorps. Chez les souris agees, la stimulation de 
CD5(-) par un antigene etranger est moins efficace que chez les souris 
jeunes. Par contre, I'antigene etranger stimule de maniere egale les CDS 

30 (+) chez les souris jeunes et agees. La resultante est une production 
d'autoanticorps proportionnellement plus elevee chez les Sg6es que chez 
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les jeunes (Weskler, Immune Senescence, Ann. Neuro., Suppl. 35: S35- 
S37(1994)). 

A partir de ces constatations diverses, il paraissait n6cessaire de 
rechercher des traitements qui permettaient de combattre la carence 
5 immunitaire observee chez les populations agees et de rarnener la 
reponse immunitaire au niveau mesure chez les jeunes. Les demandes de 
brevet WO 93/20696 et WO 94/08588 decrivaient un certain nombre de 
derives 7-hydroxyles naturels utilisables dans le declenchement des 
processus immunitaires ; cependant ces derives presentaient un certain 
10 nombra d'inconvenients deja decrits plus- haut et qui en faisaient des 
candidats mediocres comme adjuvants de vaccination soit pour des 
raisons de toxicite, soit pour des raisons de bio-disponibilite non 
satisfaisante. 

Les composes de I'invention repondant aux formules (I), (I!) ou (III) 

15 d§ja donnees ci-dessus pemnettent d'envisager leur utilisation dans des 
compositions pharmaceutiques ou des vaccins pour restaurer des 
deficiences immunitaires chez les sujets ages, ii faut remarquer que les 
formules (II) ou (III) sont des composes reduits en position 5 ce qui 
presente plusieurs avantages : ils sont plus faciles a synthetiser, et done 

20 moins onereux et ils presentent en outre une activite plus importante que 
les derives non reduits. Les substitutions en R t par des acides gras leur 
conferent enfin une liposolubilite accrue ce qui presente I'avantage 
d'ameliorer la retention de ces composes dans les cellules notamment au 
niveau de leurs membranes et par consequent de prolonger leur activite et 

25 leur effet sur I'immunite cellulaire; 

Des composes preferes de Tinvention sont ceux dans lesquels le 
substituant R2 est un hydrogene autrement dit les derives 6 ou 7 
hydroxyles. Des derives pr6fer6s de ['invention sont ceux ou est un 
derive de I'acide o!6ique ou de I'acide palmitique, et notamment le 

30 3p palmitoyl 7a - OH-DHEA. 
« 
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Les composes des formules I, II ou III peuvent etre obtenus par synthese 
chimique classique, selon des methodes connues de I'homme du m6tier. 

Les compositions ci-dessus peuvent en outre contenir un principe 
actif de vaccin. 

5 La presente invention est egalement relative a des compositions 

vaccinales ou des vaccins comprenant outre le principe actif au moins un 
adjuvant constitu6 d'un des derives d6crits ci-dessus. 

La dose d'adjuvant efficace est situee entre 0,05 et 10mg par kg de 
poids corporel et par dose, et de preference entre 0,05 et 5 mg. 

10 L'immunisation par administration de vaccin est realisee soit par le 

melange de I'antig6ne avec i'adjuvant dans la composition elle-m§me, soit 
('immunisation est r§alisee par administration simultanee de I'antigene et 
d'un adjuvant constitue d'au moins un compose de I' invention, 
« simultanee * ayant la meme signification que ci-dessus. L'adjuvant dans 

15 les vaccins ou compositions vaccinales de Tinvention est constitue d'au 
moins un derive des steroTdes selon ('invention, assocte le cas ech6ant, 
avec un autre derive decrit par exemple dans WO 93/20687 ou WO 
94/08588, ou encore un adjuvant de type alum, le derive de Tinvention en 
tout 6tat de cause 6tant present a ia dose de 0,05 a 10 mg par kg et de 

20 preference entre 0,05 et 5 mg par kg. 

Get effet de restauration ou de stimulation de rimmunit6 notamment 
chez les personnes d'un certain §ge peut etre appliqu6 a tout traitement 
visant a restaurer fimmunite cellulaire B et T, et notamment dans les cas 
de cancers et de maladies autoimmunes. 

25 La nature meme des derives de r invention fait que les formes 

galeniques envisageables et leurs voies d'administration sont larges. Les 
voies d'administration peuvent etre outre les voies classiques intra- 
musculaires, sous-cutanees, intra-dermiques, intra-veineuses, intra- 
vaginales, intra-rectales, il est possible d'envisager des formes orales, 

30 intra-peritoneales, intra-pulmonaires, mucco-nasales ou transcutanees, 
aucun caractere limitatif n'etant donne a cette liste. Les formes gal6«iques 
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correspondantes sont des formes resultant de I'addition aux principes 
actifs et aux adjuvants de composes acceptables pharmaceutiquement et 
permettant de r§aliser des cremes, des pates, des emulsions « eau dans 
huile » ou «c huile dans eau », ainsi que des formes composees de 

5 liposomes de micelles simples ou mixtes ou autre promoteur de 
penetration tels des lyso-phospholipides, des cyclodextrines, du PEG 
(polyethylene glycol), des tensioactifs, du DMSO, de I'acetone, des 
alcools, des acides gras, des huiles vegetales ; d'autres formes galeniques 
envisageables sont des formes de type retard ou permettant un relargage 

10 controle du principe actif. 

Des pilules ou capsules administrables par voie orale ou des 
implants sont d'autres formes galeniques utilisables pour les composes de 
Tinvention. Cette liste de formes galeniques n'est pas non plus exhaustive 
dans la mesure ou d'autres formes peuvent etre mises au point et tout d 

15 fait adaptables aux derives steroTdiens de ['invention qui en outre ont 
comme caracteristiques essentielles d'etre a la fois liposolubles et 
hydrosolubles. 

Fait 6galement partie de I'invention ('utilisation d'un steroTde de 
I'invention dans la fabrication d'un vaccin ou une utilisation dans la 

20 fabrication d'une composition pharmaceutique destinee a compenser les 
effets du vieillissement sur la r6ponse immunitaire. Dans cette utilisation, 
le derive de steroTde est administre a une dose comprise entre 0,05 mg/kg 
et to mg/kg et de preference entre 0,05 et 5 mg/kg, la composition 
pharmaceutique etant un vaccin humain ou veterinaire. 

25 Quand il s'agit d'un vaccin humain, cela peut notamment etre un 

vaccin contre la grippe, ou un vaccin contre I'hepatite. 
Sans etre limitatifs, les exemples ci-dessous montrent les performances 
obtenues par les derives de I'invention comme activateurs de I'immunit6 et 
comme adjuvants de vaccins. 

30 
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Exemple 1 : Utilisation du 3B-palmitovl -7aOH-DHEA en tant qu'adiuvant 
de vaccin : 

Un protocole d'immunisation contre le vaccin monovalent de la grippe 
5 (vaccin NIB16, souche A) (HA), est utilise pour tester I'effet adjuvant du 
derive 3p-palmitoyl de la 7<xOH-DHEA mis en solution a 10 mg/ml dans le 
DMSO. 

Trois lots de 5 souris BALB/C agees de 6 semaines (jeunes) et trois 
lots de 5 souris BALB/C agees de 90 semaines (agees) subissent le 
10 premier jour une injection sous-cutanee de 0,5 ml de serum physiologique 
contenant : 

soit 8 pg de HA + 1,8 pmole (0,78 mg/kg) de 3p-paimitoyl-7aOH-DHEA (lot 
1) 

soit 8 \}Q de HA + 1 ,8 pmole (0,56 mg/kg) de 7aOH-DHEA (lot 2) 
is soit 8 pg de HA (lot 3) 

Apres 28 jours, chaque souris de chaque lot subit un rappel, les injections 
d6crites etant repetees pour chaque lot. Apres 38 jours, chaque souris de 
chaque lot est sacrifice et le sang preleve. 

Les IgG totales anti-HA sont mesur6es dans chaque s6rum par une 
20 methode immunoenzymatique. Les r6sultats sont indiques dans le tableau 
1 ci-dessous ou I'effet du 3p-palmitoyl-7aOH-DHEA retablit la reponse 
immunitaire des souris agees a un niveau proche de celui des souris 
jeunes. 

25 



30 
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Tableau 1 



Lot 


Traitement 


Souris jeunes 


Souris Sg6es 


1 


HA + 3p-palmitoyl- 
7<xOH-DHEA 


0,70 + 0,47 


0,69 ±0,48 


2 


HA +7aOH-DHEA 


1,34 + 0,35 


0,21 + 0,09 


3 


HA 


0,56 + 0,30 


0,27 + 0,16 



Exemple 2 : Utilisation de la 7aOH-DHEA et de son derive 3B-palmitovl en 
tant qu'adiuvants comptementaires de I'Alum : 
5 Un protocole d'immunisation contre le virus monovalent de la grippe 
(souche Taiwan A86) (HA) est utilise pour tester I'effet adjuvant de la 
7aOH-DHEA et du HA + 3p-palmitoyI-7aOH-DHEA en complement de celui 
connu pour I'Alum. 

Deux lots de 5 souris BALB/C ag§es de 6 semaines (jeunes) et trois lots de 
10 5 souris BALB/C 3g6es de 90 semaines (agees) subissent le premier jour 
une injection sous-cutanee de 0,5 ml de serum physiologique contenant, 
pour les deux lots « jeunes » : 
soit 5 pg HA 

soit 5 jjg HA + 55,5 mg/kg Alum 
15 et pour les trois lots « agees », 
soit 5 pg HA 

soit 5 pg HA + 55,5 mg/kg Alum, 

soit 5 pg HA + 55,5 mg/kg Alum + 50 fjg (2,8 mg/kg) 7ctOH-DHEA + 50pg 
(2,8 mg/kg) 3p-palmitoyl-7aOH-DHEA. 
20 Apres 28 jours (reponse immunitaire), chaque souris subit un prelevement 
sanguin par la voie exolacrimale, suivi d'un rappel, les injections decrites 
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etant r6p§tees pour chaque lot. Apres 38 jours (reponse secondare), 
chaque souris est sacrifice et le sang preleve. 

Les reponses primaires et secondares correspondent aux titre anti-HA de 
chaque serum et sont mesurees pour les IgGI par la methode 

5 immunoenzymatique. 

Les resultats du tableau 2 montrent que le traitement des souris agees par 
le melange Alum* 3(J-palmitoyl-7aOH-DHEA + 7aOH-DHEA aux doses 
indiquees confere aux souris agees une protection anti-HA 
significativement superieure a celle induite par les traitements sans 

10 steroTde. 



Tableau 2 



Traitement 


Reponse 
primaire, 
jeunes 


Reponse 
primaire, 
agees 


Reponse 
secondaire, 
jeunes 


Reponse 
secondaire, 
agees 


HA 


1515 + 687 


127 + 111 


4905 + 2704 


768 + 448 


HA + Alum 


2440 + 1556 


153 + 140 


8052 + 4518 


1749 + 1656 


HA + Alum + 
30-palmitoyl- 
7aOH-DHEA 
+7aOH-DHEA 




1435+1419 




3811 +2395 



Les resultats presentes dans les exemples ci-dessus montrent dairement 
is et notamment a la lecture des tableaux 1 et 2 que ['addition de derives 3£- 
palmitoy1-7aOH-DHEA a un effet sur la reponse immunitaire des souris 
ag6es comparable a celui obtenu chez les souris jeunes ; la comparaison 
notamment avec les derives 7<xOH-DHEA seuls pour lequel cette reponse 
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n'est pas obtenue montre I'effet inattendu et extremement prometteur 
comme adjuvant de vaccin des derives de Tinvention. 
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REVENDICATIONS 



1. Composition pour utilisation dans un medicament stimulant de 
5 rimmunit6 ou dans un vaccin caracterisee en ce qu'elle contient un 
compose repondant a Tune des formuies suivantes : 
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dans lesquelles : 

Ri represente H , un radical acyle R' 2 -CO- dans lequel R' 2 comprend de 1 
& 25 atomes de carbone, un groupement S0 3 H ou un groupement H 2 P0 3j 
R 2 represente H ou un radical acyle R' 2 -CO- dans lequel R' 2 comprend de 
5 1 a 25 atomes de carbone, R t etant different de R 2 , 

R 3 etant choisi dans le groupe constitue de H, -CO-R 6 , -CHOH-R 6< = 0, le 

radical = 0 §tant exclu quand Ri est un hydrogene. 

R4 est H, ou un halogene ou un radical carbonitrile - C=N, 

Rsest choisi dans le groupe constitue de H,-CO-R 6 -CHOH-Re, = 0, p-OH. 

10 Re etant un groupe alcoyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, 
substitue ou non. Tun au moins des groupements R3 ou R 4 dans la formule 
I ou des groupements R4 ou R 5 dans les formules II et III etant egal a H. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que R1 est 
un derive de I'acide oleique ou de I'acide palmitique. 

15 3. Composition selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce que 

R 2 est un hydrogfene. 

4. Composition selon I'une des revendications 1 a 3 caracterisee en 
ce que R 3 et Rs represented le groupement CH 3 -CO- 

5. Composition selon Tune des revendications 1 & 3 caract6risee en 
20 ce qu'elle contient du 3p palmitoyl-7a OH-DHEA. 

6. Composition selon Tune des revendications 1 a 5 caracterisee en 
ce qu'elle est utilisee dans la fabrication d'un vaccin. 

7. Composition selon Tune des revendications 1 a 5 caracterisee en 
ce qu'elle est administrfee simultanement a un vaccin. 

25 8. Utilisation d'une composition selon une des revendications 1 & 5 

pour la fabrication d'un medicament destine a compenser les effets du 
vieiliissement sur la reponse immunitaire. 

9. Utilisation d'une composition selon une des revendications 1 a 5 
pour la fabrication d'un vaccin. 
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